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Высокая чувствительность и селективность ме-
тодов определения веществ с помощью ферментов 
обусловливает широкое использование последних 
в качестве аналитических систем для экспресс-ана-
лиза степени загрязнённости экосистем разной 
сложности [1–3]. Тем не менее практическое ис-
пользование ферментных методов контроля объек-
тов окружающей среды на сегодняшний день оста-
ется весьма ограниченным. И связано это не столь-
ко с отсутствием нормативной базы их применения, 
сколько с проблемой обеспечения стабильности 
препаратов ферментов, а именно, сохранение ве-
личины аналитического сигнала при повышенных 
температурах, экстремальных значениях рН и т.д. 
[4]. Для более широкого использования ферментов 
в методах экологического биотестирования, оцен-
ки качества воды, воздуха и почвы необходимо по-
лучение реагентов, сочетающих стабильность при 
хранении и использовании с чувствительностью 
при взаимодействии с веществами-ингибиторами 
ферментов на уровне предельно допустимых кон-
центраций.
Среди ингибиторов ферментов, имеющих зна-
чение при аналитическом контроле объектов окру-
DOI: 10.7868/S0869565218100237
Предложен новый метод получения стабильных препаратов бутирилхолинэстеразы (BuChE), осно-
ванный на иммобилизации фермента в крахмальный и желатиновый гели с последующим высушива-
нием. Совместная иммобилизация BuChE с индикатором тиоловых групп – 5,5ʹ-дитиобис(2-нитро-
бензойной) кислотой – не снизило активность BuChE, что позволило нам упростить процедуру и со-
кратить время анализа фосфорорганических пестицидов. Полученные иммобилизованные препараты 
сохраняли активность в течение не менее 300 сут. Препараты BuChE на основе крахмального геля 
обладали большей чувствительностью при определении пестицидов по сравнению с препаратами на 
основе желатинового геля.
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жающей среды, особое место занимают фосфор- 
органические пестициды. Использование их 
в больших объёмах привело к существенному за-
грязнению ряда экосистем этими веществами. Ток-
сичность большинства из них для теплокровных 
животных и поддержание довольно высоких кон-
центраций пестицидов в окружающей среде созда-
ют потенциальную опасность для человека и требу-
ют развития экспресс-методов контроля их содер-
жания. Так, бутирилхолинэстераза (BuChE) – 
фермент из класса гидролаз – наряду с ацетилхо-
линэстеразой активно используется в ингибитор-
ном анализе, в том числе фосфорорганических пе-
стицидов [5]. В основе анализа – изменение актив-
ности BuChE в присутствии пестицидов, про- 
порциональное их содержанию в анализируемом 
образце. Наиболее распространённым методом 
определения активности BuChE в присутствии пе-
стицидов, является метод Эллмана [6]. Бутирилхо-
линэстераза гидролизует субстрат бутирилтиохо-
лин до тиохолина и масляной кислоты. Тиохолин 
взаимодействует с 5,5′-дитио-бис(2-нитробензой-
ной) кислотой (реактив Эллмана) с образованием 
окрашенной в жёлтый цвет 2-нитро-5-тиобензой-
ной кислоты, скорость образования которой прямо 
пропорциональна активности фермента.
Наиболее распространённым способом сохра-
нения активности, а значит, увеличения стабиль-
ности BuChE является её иммобилизация на раз-
ного рода носителях. На сегодняшний день извест-
но более 40 способов иммобилизации BuChE [7]. 
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В большинстве случаев используют кросс-сшивку 
фермента глутаровым альдегидом в присутствии 
инертного белка [8]. В последнее время приобрета-
ют популярность методы включения BuChE в по-
верхностные организованные слои (плёнки Ленг- 
мюра–Блоджетт) [9] и физическая адсорбция фер-
мента в агарозный гель с добавлением кремниевых 
наночастиц [10]. При использовании последних 
двух способов иммобилизации сохраняется до-
ступность фермента для взаимодействия с ингиби-
тором. Однако все эти методы исключают воз- 
можность совместной иммобилизации BuChE 
с другими компонентами аналитической системы 
определения активности BuChE, что усложняет 
процедуру эксперимента. Этого недостатка лише-
ны методы включения фермента в полисилоксано-
вый, винилпирролидоновый и крахмальный гели 
[11, 12].
Цель нашей работы – получение многокомпо-
нентных, стабильных при хранении и использова-
нии препаратов BuChE. Для реализации данной 
цели мы провели совместную иммобилизацию 
BuChE с 5,5ʹ-дитиобис(2-нитробензойной) кисло-
той в желатиновый и крахмальный гели с последу-
ющим высушиванием.
В работе использовали лиофилизированную 
BuChE из лошадиной сыворотки (“Sigma-Aldrich”, 
США). Активность BuChE – 15003 нкат/мг. В каче-
стве субстрата использовали йодид S-бутирилтио-
холина, в качестве индикатора тиоловых групп – 
реактив Эллмана (“Sigma-Aldrich”). Активность 
BuChE определяли как скорость гидролиза суб-
страта S-бутирилтиохолина йодида (мD/мин, мил-
лиединицы оптической плотности в минуту) в ка-
лий-фосфатном буфере (0,05 М, pH 7,9), содержа-
щем 4 мМ реактива Эллмана. В реакции образуется 
окрашенный в жёлтый цвет анион, регистрацию 
которого проводят спектрофотометрическим мето-
дом при длине волны 412 нм [6]. Иммобилизацию 
ферментов и реактива Эллмана в крахмальный 
и желатиновый гели проводили способами, опи-
санными в [13]. Препарат представлял собой высу-
шенный диск диаметром 6–7 мм (сухой вес 
1,5 ± 0,2 мг). Каждая экспериментальная точка – 
результат не менее трёх измерений. При статисти-
ческой обработке полученных результатов исполь-
зовали критерий t Стьюдента. Достоверными счи-
тали различия при p ≤ 0,05.
В работе провели сравнение активности BuChE, 
используемой в растворимой форме и иммобили-
зованной совместно с реактивом Эллмана в крах-
мальный и желатиновый гели. Из рис. 1 видно, что 
при использовании в качестве носителя для иммо-
билизации желатинового и крахмального гелей су-
щественной потери активности BuChE при сов- 
местной иммобилизации с 0,2 мМ реактива Эллма-
на не происходило. Следовательно, для обеспече-
ния высокого выхода активности иммобилизован-
ного ферментного препарата можно использовать 
оба варианта гелей.
Помимо высокой активности важной характе-
ристикой ферментного препарата является его 
стабильность при хранении. Мы обнаружили, что 
полученные препараты на основе BuChE, иммо-
билизованной совместно с реактивом Эллмана, 
отличаются длительным сроком хранения без по-
тери активности. Например, активность препара-
тов, содержащих 1,83 нкат BuChE и 0,2 мМ инди-
катора, не изменилась в процессе хранения при 
4 °C в течение 300 сут (рис. 2). Подобный стаби-
лизирующий эффект объясняется простран-
ственными ограничениями, возникающими при 
включении фермента в гели и препятствующими 
изменению нативной структуры белковой глобу-
лы фермента.
Иммобилизованные ферментные препараты 
способны проявлять активность при использова-
нии вместо буфера дистиллированной воды 
(рис. 2). Несмотря на то, что активность препара-
тов в дистиллированной воде снижается в 2 или 
3 раза (в зависимости от природы используемого 
геля), для дальнейшего применения этих препара-
тов в биотестировании факт сохранения активно-
сти в дистиллированной воде является весьма важ-
ным. Он означает, что данные препараты можно 
использовать для проведения анализа проб клас- 
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Рис. 1. Зависимость скорости гидролиза S-BuCh-I от 
количества BuChE в препарате. 1 – растворимая 
BuChE, 2 – BuChE, иммобилизованная в желатино-
вый гель совместно с 0,2 мМ реактива Эллмана, 
3 – BuChE, иммобилизованная в крахмальный гель 
совместно с 0,2 мМ реактива Эллмана. M ± m, n = 5, 
*p < 0,05 по сравнению со скоростью гидролиза 
S-BuCh-I растворимой BuChE.
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сическим способом тестирования, т.е. проверяя 
уровень безопасного разведения пробы.
Стоит отметить, что препараты, полученные на 
основе желатинового геля, обладали более высокой 
активностью и в большей степени сохраняли свою 
активность при хранении по сравнению с препара-
тами, полученными на основе крахмального геля. 
Мы установили, что у препарата на основе желати-
нового геля, содержащего 1,8337 нкат BuChE и  
0,2 мМ индикатора, скорость гидролиза S-BuCh-I 
на 30% была выше по сравнению с реагентами на 
основе крахмального геля (рис. 2). Эти различия 
могут быть обусловлены разными механизмами 
стабилизации фермента в полисахаридном и поли-
пептидном гелях.
Далее на примере малатиона и пиримифосмети-
ла мы оценили чувствительность BuChE, иммоби-
лизованной совместно с реактивом Эллмана, к ин-
гибирующему действию фосфорорганических сое-
динений (ФОС). Исследовали зависимость 
“доза–эффект”, на основании которой определили 
значения параметров IС20 и IС50, представляющих 
собой эффективные концентрации ингибирующе-
го вещества, вызывающие снижение активности 
BuChE на 20 и 50% соответственно. Для повыше-
ния чувствительности препаратов к действию ФОС 
была введена процедура предварительной инкуба-
ции препарата в исследуемом растворе ингибиру-
ющего вещества в течение 5 мин.
Мы обнаружили, что препараты на основе крах-
мального геля обладали высокой чувствительно-
стью к действию ФОС. Значение IС50 для малатио-
на составило 0,008 мг/л, что ниже уровня ПДК 
в 6 раз (рис. 3а). Внесение пиримифосметила также 
снизило активность иммобилизованной BuChE 
(рис. 3б). Однако в данном случае близким к значе-
нию ПДК для данного вещества (0,01 мг/л) было 
значение параметра IС20 (0,015 мг/л). Для препара-
тов на основе желатинового геля характерна низ-
кая чувствительность к действию малатиона и пи-
римифосметила. Это может быть связано с высо-
кой степенью стабилизации фермента данным 
носителем.
Таким образом, в настоящей работе представ-
лен метод получения стабильных при хранении 
препаратов бутирилхолинэстеразы путём включе-
ния фермента в природные полимерные гели с по-
следующим высушиванием. Дополнительное вне-
сение в состав реактива Эллмана позволяет упро-
стить процедуру и сократить время анализа. Фер- 
ментные препараты на основе крахмального геля 
обладают высокой чувствительностью к действию 
фосфорорганических соединений. Поэтому, с точ-
ки зрения практического использования разрабо-
танных иммобилизованных препаратов для анали-
тического контроля содержания ФОС в разных об-
разцах, крахмал является наиболее подходящим 
носителем.
Рис. 2. Зависимость скорости гидролиза S-BuCh-I 
в буферном растворе (сплошная линия) и в дистил-
лированной воде (пунктирная линия) от времени 
хранения. M ± m, n = 5, *p < 0,05 по сравнению со 
скоростью гидролиза S-BuCh-I в начальный момент 
времени.
Рис. 3. Зависимость остаточной активности препа-
ратов BuChE, иммобилизованной совместно с реак-
тивом Эллмана в крахмальный гель, в присутствии 
ингибирующих веществ: пиримифосметила (а) и ма-
латиона (б), M ± m, n = 5, *p < 0,05. Концентрации 
ингибитора ниже по сравнению с ПДК.
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